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論文内容要旨
 筋萎縮性側索硬化症(AmyotrophicLateralSelerosis:ALS)は進行性の神経変性疾患であ
 り,通常は極めて予後不良である。長い研究の歴史にかかわらず,症状の進行を止める治療法は
 全く知られていない。発症頻度は10万人あたり0.8からし2人と言われており,一部のグアム諸
 島や紀伊半島と言った西太平洋地域を除いて各人種間に於いてこの頻度はほぼ一定である。家族
 性筋萎縮性側索硬化症(FamilialALS以下FALS)はALSの約5-10%に見られることが知
 られ,その多くは常染色体優性の遺伝形式をとる。Positionalcloningの手法により1991年
 FALSの一部の家系が21番染色体に連鎖していることが報告されて以来(5月NewEngland
 ofMedicine),その原因遺伝子の検索が進められてきた。
 私は常染色体優性遺伝形式を示すFALS6家系を対象にCu/ZnSOD遺伝子の検索を行った。
 このうち4家系は孤発例に比較すると発症してから症状の進行が速く,家族性ALSとしては一
 般的な家系であったが,残りの2家系はきわめて進行が緩徐であった。まず各家系の患者より末
 梢血を採取し,GenomicDNAを抽出してCu/ZnSOD遺伝子の5っ全てのexonに対応するプ
 ライマーを用いてPCRを行った。次にPCR産物をddT-tailedBluescriptVec七〇rにサブクロー
 ニングしてファルマシア社の自動蛍光シークエンサーにてcoding領域全ての塩基配列を決定し
 た。その結果,進行がきわめて緩徐な2家系においてexon2にアデニンからグアニンヘの点突
 然変異を認め,これはアミノ酸46番のヒスチジンからアルギニンヘの変異(以下H46Rと略す)
 をともなっていた。この変異はこれまで報告がなく,孤発例のALS27例および日本人正常コン
 トロール57例ではみられなかった。46番ヒスチジンは,Cu/ZnSODの活性中心に存在してCu
 イオンの配位子の一つを形成し,酵母からヒトまでこれまでに塩基配列が明らかにされた15以
 上の全ての種で保存されている。実際,家系内の患者と平均発症年令を越えても発症の見られな
 い健康な人々の赤血球においてCu/ZnSOD活性を大柳らの亜硝酸キット法にて測定を行ったと
 ころ,家系内において,患者のみ,つまりH46Rの点突然変異を持つもののみ,平均発症年令を
 越えても発症の見られない健康な人々あるいは正常日本人コントロール例と比較して有意に
 Cu/ZnSOD活性の低下(正常レベルの約80%)が見られた。したがって私は本変異がこれら2
 家系のFALSの病因であると考えた。両家系の浸透率はほぼ100%であり,それぞれの長さを
 17merとし,中央に変異が入るようにして,wildtypesequenceとmutanttypesequenceを特
 異的に認識するように設計したプローブを用いたAllelespecificoligonucleotidehybridization
 の結果,対立遺伝子の分離と臨床症状による表現型とはよく一致した。
 最近いくっかのCu/ZnSOD遺伝子における点突然変異が欧米において報告されたが,そのい
 一50一
 ずれも活性中心から離れた位置に属していた。またこれらの点突然変異にともない末梢赤血球の
 Cu/ZnSOD活性は全て正常の半分以下に低下していた。一方,私の検索したH46Rの点突然変
 異は活性中心に存在するにもかかわらず赤血球のCu/ZnSOD活性は正常の約80%に保たれて
 いた。さらに欧米の症例に比較して進行が極めて緩徐であることより,酵素活性の臨床的重症度
 との相関が示唆された。またこのFALSはSOD遺伝子異常のない他の4家系FALSと比較して
 も非常に緩徐な進行を示す臨床的特徴があり,これまで報告にある家族性ALSでは平均罹病期
 間が欧米の報告ではし5年から2.4年,日本での報告でも2.5年であるのに対して,これらの家
 系の平均罹病期間はそれぞれ17.3年および16.8年であった。実際の臨床経過においても下肢の
 初発症状から上肢に症状が出現するまで最低でも5年,球症状の出現まで最低8年の期間を要し
 ており,ALSにおける新しいサブタイプと考えられた。
 一51一
 審査結果の要旨
 筋萎縮性側索硬化症(AmyotrophicLateralSclerosis:ALS)は進行性の神経変性疾患であ
 り,通常は極めて予後不良である。家族性筋萎縮性側索硬化症(FamilialALS以下FALS)は
 ALSの約5-10%に見られその多くは常染色体優性の遺伝形式をとる。原因は全く不明であっ
 たが,Positionalcloningの手法により1991年にFALSの一部の家系が21番染色体に連鎖して
 いることが報告されて以来,その原因遺伝子の検索が進められてきた。本研究は常染色体優性遺
 伝形式を示すFALS6家系にてCu/ZnSOD遺伝子の検索を行ったものである。
 方法としては患者より末梢血を採取し,GenomicDNAを抽出してCu/ZnSOD遺伝子の5っ
 全てのexonに対応するプライマーを用いてPCRを行った。次にPCR産物をddT-Tailed
 BluescriptVectorにサブクローニングして自動蛍光シークエンサーにてcoding領域全ての塩基
 配列を決定した。その結果,進行がきわめて緩徐な2家系においてexon2にアデニンからグア
 ニンヘの点突然変異を認め,アミノ酸46番のヒスチジンからアルギニンヘの変異(以下H46R
 と略す)をともなっていた。この変異は孤発例のALS27例および日本人正常コントロール57
 例ではみられなかった。Cu/ZnSOD活性は家系内において,患者のみ・つまりH46Rの点突然
 変異を持つもののみにおいて,正常日本人コントロール例と比較して有意にCu/ZnSOD活性の
 低下(正常レベルの約80%)が見られた。両家系の浸透率はほぼ100%であり,したがって本変
 異がこれら2家系のFALSの病因であると考えられた。
 46番ヒスチジンは,Cu/ZnSOD活性中心に存在してCuイオンの配位子の一つを形成し・酵
 母からヒトまでこれまでに塩基配列が明らかにされた15以上の全ての種で保存されているもの
 である。最近いくっかのCu/ZnSOD遺伝子における点突然変異が欧米において報告されたが,
 私共の家系は,欧米の家系に比較して進行が極めて緩徐であることより,酸素活性の臨床的重症
 度との相関が示唆された。またこのFALSはSOD遺伝子異常のない他の4家系FALSと比較し
 ても非常に緩徐な進行を示す臨床的特徴があり,ALSにおける新しいサブタイプと考えられた。
 本論文は世界で初めてSODH46Rのユニークな点変異をALS家系で見出し,ALSの原因解明の
 方向を示した点は重要であり,学位に十分値するものと考える。
 一52一
